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The development of oil fields in Sakhalin, Russia, increases a risk of oil spills. Once an oil spill happens, its ruinous effects 
would reach northern seacoasts of Hokkaido. Under such situations, we have proposed autochthonous bioaugmentation 
(ABA), a technology, which uses microorganisms indigenous to contaminated sites or to contamination-predicted sites to 
clean up pollutants, as an effective bioremediation method more than the existing biostimulation (BS) and bioaugmentation 
(BA) technologies
1,2)
 (Fig.1). In this study, we conducted ABA experiments using sea sand samples collected at the seacoast 
of Abashiri City, Hokkaido, facing the Okhotsk Sea and Sakhalin Island. Crude oil-degrading microbial consortia were 
established using the sea sand and liquid media containing mineral salts medium and crude oil as the sole carbon source. 
When crude oil-contaminating sea sands were subjected to ABA using the established crude oil-degrading microbial consortia 
as inoculum under cultivation conditions at 20 ˚C and 4 ˚C, and to BS as a control, much higher degradation of crude oil was 
observed in ABA than in BS at both temperatures. In the profile of PCR-denaturant gradient gel electrophoresis targeting 16S 
rRNA genes, the ABA-treated sea sand microbial community showed no presence of any predominant bands, suggesting that 
crude oil could be degraded cooperatively by various types of bacteria but not by predominating oil-degrading bacteria. The 













験室内でのABA試験を実施した。集積培養では、海砂培地 (滅菌した海砂5 gに、7.5% (v/w)の無機塩混合物（MSM）
と、唯一の炭素源として 2%(w/w)の原油を加えたもの: SM という)と液体培地 (20 ml の MSM に 2%(w/v)の原油
を加えたもの：LMという)を用いた。それぞれの培地に0.5 gの滅菌していない海砂を微生物源として接種した後、
SM を用いたものは静置し、LM を用いたものは振盪（160 rpm）し、20 ˚C で２週間培養した。次に、SM 培養物
の 0.5 g、LM 培養物の 100 µl を新しい SM、LM 培地にそれぞれ接種した。一連の操作を 7 回繰り返したものを、
SM集積培養物、LM集積培養物として ABA試験に用いた。集積培養物を加えないBS実験を対照として実施した。
ABA 試験では、海砂 7 g に原油と MSM をそれぞれ 2%、7.5%になるように加えたものを培地とし、0.5 g の SM
集積培養物、あるいは 100 μl の LM 集積培養物を加え、6 週間、4 ºC または 20 ºC で静置培養を行った。培養物
中の原油の残存量は２週間ごとにクロロホルム・メタノール混液を用いて抽出し、イアトロスキャンで定量した。
また、培養物中の微生物の群集構造は、培養物から抽出した全 DNA を鋳型とし、16S rRNA 遺伝子断片を増幅す
る PCR-DGGE 法によって調べた。その結果、20˚C では、SM 集積培養物が最も効果的に原油を分解すること、4 ℃
においても ABA が BS に比べ有効だが、わずかながら LM 集積培養物が SM 集積培養の分解率を上回ることが分
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Fig. 1. Illustrated presentation of various 
types of bioremediation technology. 
BS, biostimulation; BA, 
bioaugmentation; and ABA, 
autochthonous bioaugmentation. (Cited 
from reference 2).  
